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1. Resumen 
La inflamación intestinal es una característica de varias patologías crónicas tales como las 
enfermedades inflamatorias del intestino (IBD, del inglés Inflammatory Bowel Disease). En esta 
condición ocurre una fuerte y permanente infiltración de neutrófilos en el intestino, además la 
participación de linfocitos con perfil Th1, Th2 y Th17.  
A pesar de que diferentes compuestos químicos han sido usados en ratones para generar 
modelo de estudio de inflamación intestinal, ninguno en particular recapitula el cuadro observado 
en humanos, además no permiten estudiar el proceso inflamatorio in vivo. Como alternativa a los 
modelos desarrollados en mamíferos, nosotros proponemos el uso del pez cebra (Danio rerio) 
como animal modelo. En nuestro laboratorio hemos desarrollado en este pez teleósteo un nuevo 
modelo de inflamación intestinal, basado en la ingesta de harina de soya. Estudios previos de 
nuestro laboratorio demostraron que la ingesta de harina de soya por larvas de pez cebra gatilla una 
significativa migración de neutrófilos hacia el intestino, estrategia que permite detectar inflamación 
intestinal de forma precoz. En la presente tesis, caracterizamos con mayor profundidad este 
proceso, analizando la participación de otras células inmunes tanto innatas como adaptativas, como 
macrófagos, mastocitos y linfocitos. Así mismo, se estandarizaron dos modelos de inflamación; el 
primero que se caracteriza por ser un intestino que se enfrenta por primera vez a antígenos 
alimentarios (denominada alimentación breve). El segundo modelo se caracteriza por ser un 
intestino que ya recibe alimento hace varios días (denominado alimentación prolongada). Los 
resultados obtenidos mostraron que en la condición control, tanto en el modelo breve como 
prolongado, se produce un reclutamiento de neutrófilos, macrófagos y linfocitos al intestino, 
mientras que el número de mastocitos permanece constante. Una situación similar se observa 
durante un proceso inflamatorio, con la única salvedad de que el número de células reclutadas es 
significativamente mayor a la condición control.  Es importante destacar que por primera vez se 
observa una respuesta linfocitaria durante un proceso intestinal en larvas de 5 días post 
fertilización. Anteriormente se había reportado que recién después de 3 semanas de desarrollo la 
inmunidad adaptativa estaba funcional. Así mismo, pudimos determinar que tanto un proceso 
inflamatorio breve como prolongado, el perfil de linfocitos Th17 es el predominante y que en 
condiciones control (de homoestasis) sólo en el modelo prolongado se observa un perfil linfocitario 
tolerogénico. 
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1.1. Abstract 
Intestinal inflammation is a characteristic of several chronic pathologies such as 
inflammatory bowel diseases (IBD). In this condition there is a strong and permanent infiltration 
of neutrophils in the intestine, in addition to the participation of lymphocytes with Th1, Th2 and 
Th17 profiles. 
Although different chemical compounds have been used in mice to generate a study model 
of intestinal inflammation, none of them recapitulates what is observed in humans, neither does 
allow the study of the inflammatory process in vivo. As an alternative to the models developed in 
mammals, we propose the use of the zebrafish (Danio rerio) as a model animal. In our laboratory 
we have developed in this teleost fish a new model of intestinal inflammation, based on the intake 
of soybean meal. Previous studies from our laboratory showed that the intake of soybean meal by 
zebrafish larvae triggers a significant migration of neutrophils to the intestine, a strategy that allows 
detecting intestinal inflammation early. In the present thesis, we characterize this process in greater 
depth, analyzing the participation of other innate and adaptive immune cells, such as macrophages, 
mast cells and lymphocytes. Likewise, two models of inflammation were standardized; the first 
one is characterized as an intestine that faces food antigens for the first time (called brief feeding). 
The second model is characterized by being an intestine that has been already receiving food for 
several days ago (called prolonged feeding). The results obtained showed that in the control 
condition, both in the short and prolonged model, there is a recruitment of neutrophils, 
macrophages and lymphocytes to the intestine, while the number of mast cells remains constant. A 
similar situation is observed during an inflammatory process, with the only exception that the 
number of cells recruited is significantly greater in comparison to the control condition. It is 
important to note that for the first time a lymphocyte response is observed during an intestinal 
process in larvae of 5 days after fertilization. Previously, it had been reported that adaptive 
immunity was functional only after 3 weeks of development. Accordingly, we were able to 
determine that both a brief and prolonged inflammatory process, the profile of Th17 lymphocytes 
is the predominant one and that under control conditions (of homoestasis) only in the prolonged 
model a tolerogenic lymphocyte profile is observed. 
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2. Introducción 
2.1. Sistema inmune e inflamación 
El sistema inmune está compuesto por dos grandes ramas, la inmunidad innata y la 
inmunidad adaptativa, que en conjunto se encargan de proteger a un organismo durante su vida, de 
patógenos y agentes nocivos. La inmunidad innata está compuesta principalmente por barreras 
químicas y física; tales como epitelios, péptidos antimicrobianos, células fagocíticas como 
neutrófilos y macrófagos, células dendríticas, células natural killer, células linfoides innatas, 
mastocitos, eosinófilos, proteínas del sistema del complemento y citoquinas. Este tipo de respuestas 
actúa de manera rápida. Por otro lado, la inmunidad adaptativa está compuesta principalmente por 
linfocitos, es más lenta y mediada por una respuesta humoral (anticuerpos; células B) y celular 
(células T). Esta respuesta incrementa la magnitud y capacidad de defensa con una sucesiva 
exposición a un patógeno en particular.  
Un proceso inflamatorio es la respuesta que se gatilla en un determinado tejido frente a un 
insulto nocivo, ya sean patógenos, tejido dañado o agentes tóxicos. Es regulado por la acción de 
citoquinas y quimioquinas y se reclutan principalmente células innatas que se acumulan en la zona 
afectada, específicamente, neutrófilos y monocitos, en donde estos últimos se diferencian a 
macrófagos de tejido (Abbas, 2015).  
2.2. Tipos celulares que participan en un proceso de inflamación 
Los neutrófilos, juegan un rol preponderante en un proceso inflamatorio, son los primeros 
en migrar al sitio de inflamación (Summers et al., 2010). Además de envolver y retener cuerpos 
extraños en su interior, son capaces de producir proteínas microbicidas en sus gránulos, las cuales 
actúan en contacto con microorganismos en un proceso de infección (Malech et al., 2014). El 
endotelio y macrófagos secretan una gran cantidad de citoquinas como CXCL8, IFN-γ, TNF-α, 
factores que favorecen el reclutamiento y activación de los neutrófilos en el sitio de inflamación 
(Borregaard, 2010). Los macrófagos tienen funciones enfocadas en la defensa contra 
microorganismos patógenos, incluyendo bacterias, virus, hongos y parásitos (Wynn et al., 2013). 
Cuando un macrófago es activado durante un proceso inflamatorio, secretan citoquinas 
proinflamatorias como TNF-α, IL-6, IL-12 e IL-23, o en contraparte en una etapa resolutiva de 
inflamación, citoquinas antiinflamatorias como IL-10 y TGF-β (Arango Duque et al., 2014). 
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Los mastocitos están presentes en la piel y en el epitelio de distintas mucosas, y secretan 
citoquinas proinflamatorias y mediadores lipídicos en respuesta a una infección y otros estímulos 
nocivos (Abbas, 2015). Las células dendríticas juegan un rol fundamental en el reconocimiento de 
antígenos. Cuando un antígeno es captado por estas células, estas inducen directamente la 
diferenciación de una célula T naive a un tipo de célula colaboradora (T Helper, Th), tales como 
células Th1 productoras de INF-γ o células Th17, productoras de IL-17 (Mbongue et al., 2014), las 
cuales serán analizadas en este trabajo. 
Dentro de las células innatas de origen linfoide, encontramos a las células linfoides innatas 
o ILCs (del inglés, “innate lymphoid cells”) y natural killer o NK. Las primeras comparten los 
mecanismos efectores de las células T, particularmente la habilidad de producir ciertas citoquinas, 
pero no expresan el receptor de células T (TCR, del inglés “T-cell receptor”) (Klose y Artis, 2016). 
Por su parte, las células natural killer tienen la capacidad de eliminar células infectadas y producir 
INF-γ, el cual activa macrófagos para destruir a los patógenos fagocitados.  
Los linfocitos se pueden dividir en dos grupos, células B y células T. Las células T se 
pueden dividir a su vez en células T CD4+ y CD8+. Nos centraremos en este trabajo en el primer 
grupo. Las células CD4+ desde un punto funcional tienen dos fenotipos: 1.- Células colaboradoras 
(Th), que proveen protección contra un agente nocivo, o bien 2.- Células supresoras o linfocitos T 
reguladores (Treg), que tienen como función evitar el proceso inflamatorio y evitar reacciones 
autoinmunes. 
 Existen varios tipos de células linfoides CD4+, dentro de este grupo encontramos:  
Linfocitos T colaboradores 1 
Son productores de elevadas cantidades de IFN-γ, responsables de la activación de 
fagocitosis, producción de proteínas del complemento, así también juegan un rol contra los 
patógenos intracelulares (Annunziato y Romaganani, 2009). Los factores principales necesarios 
para la diferenciación de este grupo es la presencia de IL-12 e IFN-γ (Cosmi et al., 2014). 
Linfocitos T colaboradores 2 
Su presencia confiere protección contra helmintos, pero también promueve inflamaciones 
agudas y crónicas contra una gran cantidad de alérgenos (Pulendran y Artis, 2012). La generación 
de este tipo de perfil linfocitario es orquestada por IL-4 durante la respuesta primaria al estímulo, 
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y en conjunto con IL-13 promueven la respuesta contra alérgenos, induciendo la activación de 
mastocitos, reclutamiento de eosinófilos e hipersecreción de moco (Cosmi et al., 2011; Holgate y 
Polosa, 2008). 
Linfocitos T colaboradores 17 
El rol principal de este tipo celular es desarrollar la respuesta contra bacterias y hongos, 
gracias a su capacidad para reclutar y activar granulocitos.  Este tipo de perfil linfocitario expresa 
gran cantidad de IL-17, IL-23R, IL-22 (Ivanov et al., 2006). Su diferenciación es inducida por IL-
6 en conjunto con TGF-β, y su polarización es inhibida por la vitamina D e IL-2, entre otros 
(Kennedy et al., 2013). 
Linfocitos T reguladores 
 Son indispensable para la mantención de la homeostasis e inhibición de procesos 
inflamatorios aberrantes (Ohkura et al., 2013), se generan en presencia de citoquinas inhibitorias 
como IL-10 y TGF-β (Wawrzyniak et al., 2017) y expresan constitutivamente Foxp3. 
2.3. Intestino  
Las funciones principales del sistema gastrointestinal son la digestión, absorción, excreción 
de alimento y protección del individuo. Específicamente, el intestino está compuesto por una capa 
continua de células epiteliales, bajo la cual se encuentra el tejido conectivo, llamado lámina propria 
que contiene vasos sanguíneos, tejido linfático, y tejido linfoide asociado a mucosa.  
Dentro del tipo de células que podemos encontrar en el epitelio intestinal, tenemos: células 
caliciformes, que son secretoras de moco (ubicadas en la parte superior de las vellosidades 
intestinales); enterocitos,  responsables de la absorción de nutrientes y que además pueden 
reconocer patógenos a través de receptores y producir moléculas antimicrobianas, citoquinas y 
quimioquinas;  células M (especializadas en muestreo antigénico) y células de Paneth las cuales 
secretan péptidos antimicrobianos (se encuentran en el fondo de las criptas) (Peterson y Artis, 
2014).  
La mucosa intestinal contiene un tejido linfoide secundario organizado llamado GALT (del 
inglés, “gut-associated lymphoid tissue”) que está compuesto de Placas de Peyer (PP), los ganglios 
linfáticos mesentéricos (MLN) y la lámina propria. En las PP se encuentran células B y T y la 
lámina propria contiene gran cantidad de linfocitos T, células dendríticas, macrófagos y mastocitos. 
11 
 
El rol fisiológico de GALT es la captación de antígenos de la dieta y antígenos no propios, de una 
manera que no da lugar a reacciones inmunes adversas (respuesta tolerogénica) y proveen de todos 
modos la protección del organismo a patógenos. 
2.4.Tipos de respuesta inmune gatilladas en el intestino 
2.4.1. Respuesta tolerogénica 
 La combinación de microbiota comensal, células T, y células dendríticas conduce a un 
ambiente tolerogénico en el intestino (Strober, 2009; Izcue et al., 2006). La falta de respuesta o 
anergia de las células T es uno de los mecanismos principales por los cuales se mantiene la 
tolerancia en linfocitos (Commins, 2015). Dados estos antecedentes, GALT es principalmente un 
ambiente tolerogénico. Se ha descrito que esta tolerancia oral puede ser inducida en ausencia de 
Placas de Peyer (Kraus et al., 2005). 
En condiciones de homeostasis intestinal, encontramos una mayor proporción de 
mediadores antiinflamatorios como TGF-β e IL-10 en el intestino, y cantidades basales de 
neutrófilos y macrófagos. A su vez, fenotipos tolerogénicos, como es el caso de los macrófagos 
quienes son incapaces de producir citoquinas proinflamatorias en esta condición, pero mantienen 
su función fagocítica y bactericida (Smythies et al., 2005).  
Las células dendríticas captan muestras antigénicas, induciendo tolerancia o iniciando una 
respuesta inflamatoria (de Souza y Fiocchi, 2016), mediada principalmente por la inducción de 
linfocitos T reguladores. En cuanto a los linfocitos, células especializadas conocidas como 
linfocitos intraepiteliales están en contacto con células epiteliales intestinales manteniendo una 
interacción bidireccional de comunicación y manteniendo de esta forma la homeostasis de la 
barrera intestinal (Perterson y Artis, 2014).  
2.4.2. Respuesta Inflamatoria 
Actualmente, la inflamación intestinal crónica es un grave problema de salud pública a nivel 
mundial, sumando más de un millón de muertes al año (Glass et al., 2014) principalmente en 
regiones como Asia, Sudamérica y Oriente Medio, (Kaplan, 2015). De forma general, esta 
patología se conoce como “enfermedad inflamatoria intestinal (IBD, del inglés Inflammatory 
Bowel Disease), perteneciendo a este grupo la enfermedad de Crohn (CD, del inglés Crohn’s 
disease) y la colitis ulcerativa (UC, del inglés ulcerative colitis). IBD tiene una etiología 
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desconocida, sin embargo, se sabe que se caracterizan por una inflamación crónica del tracto 
intestinal, debido a una activación persistente y descontrolada del tejido linfoide asociado y 
también una infiltración abundante de células inmunes tanto innatas como adaptativas (Van Lierop 
et al., 2009; Huang y Chen, 2016).  
 
2.4.3. Respuesta inmune innata en IBD 
La respuesta inmune innata cumple un rol fundamental en la patogenia de IBD (Davies y 
Abreu, 2015; Van Lierop et al., 2009). Se ha descrito que los primeros signos de la enteritis son la 
infiltración de neutrófilos en el intestino, además de la polarización de macrófagos y células 
dendríticas hacia un fenotipo inflamatorio (de Souza y Fiocchi, 2016). De esta forma se conduce 
una estimulación en los enterocitos y la consecuente expresión de proteínas que producen muerte 
celular y aumento de la permeabilidad intestinal, consolidándose así un proceso inflamatorio. 
Durante esta fase, se describe un aumento dramático en la cantidad de macrófagos (Schenk et al., 
2007), células natural killer (Huang y Chen, 2016) y neutrófilos en el intestino (Rahman et al., 
2008). Por otro lado, los mastocitos más que un aumento, sufren activación conduciendo a una gran 
liberación de mediadores como histamina, prostaglandinas y proteasas, que en conjunto conducen 
a cambios en la barrera epitelial. Esta permeabilidad del epitelio puede contribuir a la respuesta 
inflamatoria en IBD, por incremento del flujo de antígenos intraluminales o activando células T 
CD4+ que contribuyen al proceso inflamatorio (Boeackxstaens, 2015). 
Por otro lado, existen células linfoides innatas (ILCs) que han comenzado a ser estudiadas 
por ser un nuevo subtipo de células asociadas al desarrollo de IBD y a los linfocitos T 
colaboradores.  Éstas, tendrían un rol crítico en la inmunidad de mucosas y la protección de la 
barrera epitelial (Takayama et al., 2010; Vonarbourg et al., 2010; Fuchs et al., 2013). 
 La cantidad de ILCs es reducida, se encuentran localizadas en los tejidos estratégicamente 
y tienen la capacidad de responder rápidamente, produciendo grandes cantidades de citoquinas 
(Bostick y Zhou, 2016). Se asemejan en fenotipo y función a linfocitos T, sin embargo, carecen de 
receptores de reconocimiento antigénico y no experimentan expansión clonal (Walker et al., 2013). 
Son capaces de responder a las señales de tejidos dañados o infectados, produciendo citoquinas 
(IFNγ, TNF, IL-4, IL-17 e IL-22) que promueven la vuelta a la homeostasis. Los perfiles de 
citoquinas de estas células, así como sus reguladores transcripcionales son los mismos presentes 
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en Th, es así como: ILC1s, ILC2s, e ILC3s, representan las contrapartes innatas de Th1, Th2, y 
Th17 (Eberl et al., 2015; Abbas, 2015). 
2.4.4. Respuesta inmune adaptativa en IBD 
La enfermedad de Crohn por mucho tiempo fue considerada como una enfermedad mediada 
por linfocitos Th1, debido al gran número de este tipo celular sumado a altos niveles de IFNγ y 
TNFα en el intestino de estos pacientes (Corridoni et al., 2014). De similar manera, el intestino de 
pacientes con colitis ulcerativa presenta altos niveles de citoquinas asociadas a linfocitos Th2 (IL-
4, IL-13) (Kumagai et al., 2016, Corridoni et al., 2014). Pero es bien sabido, que las células Th17 
y sus mediadores están presentes en ambas situaciones. Las citoquinas IL-17, IL-22 e IL-23 se 
encuentran en altas concentraciones en el intestino de individuos que cursan IBD (Powrie et al., 
1994). Lo anterior, sugiere que linfocitos Th17 infiltran ampliamente el intestino, produciendo 
citoquinas que gatillan y amplifican el proceso inflamatorio (Fujino et al., 2003; Wu et al., 2016). 
Actualmente existe abundante evidencia sobre el rol de linfocitos T CD4+ en IBD, sin embargo, 
los linfocitos T corresponden solamente a una parte de las células que producen las citoquinas 
involucradas en la enteritis. Células de la respuesta inmune innata como macrófagos, células 
dendríticas y neutrófilos producen altas concentraciones de ellas (Geremia et al., 2014; Peters et 
al., 2016). Por lo tanto, es esperable que tanto la respuesta inmune adaptativa como la respuesta 
inmune innata contribuyan a la patología de IBD. 
2.5. Modelo de inflamación gatillada por agentes químicos 
 
Con la idea de estudiar la enfermedad de IBD, se han desarrollado en ratones diferentes 
modelos de inflamación intestinal generados mediante agentes químicos como el DSS (dextran 
sulfate sodium), el TNBS (2, 4, 6- trinitrobenzene sulfonic acid) y oxazolona (Goyal et al., 2014). 
En el modelo de inflamación gatillado por DSS, se producen ulceras en la mucosa e infiltración de 
neutrófilos. Además, la inflamación generada es independiente de linfocitos T (Dieleman et al., 
1994). Por su parte, el TNBS induce un cuadro de colitis mediada principalmente por una 
infiltración de linfocitos T CD4+, principalmente Th1 y Th17 (Neurath et al., 1995). Finalmente, 
oxazolona induce una respuesta Th2 e histológicamente similar a la colitis ulcerativa (Kojima et 
al., 2004). Si bien utilizando estos modelos se han hecho importantes avances en el entendimiento 
de los procesos fisiopatológicos que ocurren en un cuadro de IBD, todos tienen la limitación de ser 
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complejo el estudio in vivo. Así, surge la necesidad de desarrollar nuevos modelos de inflamación 
intestinal que permitan complementar los actuales antecedentes cubriendo los aspectos difíciles de 
abordar en el modelo murino.  
 
2.6. Inflamación intestinal en peces teleósteos 
Estudios previos han demostrado que el intestino en peces teleósteos ciprínidos es muy 
similar al de mamíferos, el cual está compuesto por una capa simple de células epiteliales rodeada 
por tejido conectivo similar al de mamíferos, células caliciformes y vellosidades al igual que todos 
los tipos celulares clásicos de respuesta inmune (Renshaw y Trede, 2012; Nguyen-chi et al., 2005; 
Wallace et al., 2005). 
En cuanto a la inmunidad adaptativa presente en teleósteos, está compuesta por células B y 
T. Los dos grupos principales de receptores TCR αβ han sido descritos en teleósteos, así mismo 
los subgrupos CD4+ y CD8+ son conservados en cuanto a función (Toda, 2011) y las citoquinas 
importantes de los diferentes tipos de linfocitos colaboradores (Castro, 2011).  
Los linfocitos T de mucosa están divididos en 2 grupos, los linfocitos intraepiteliales y en la 
lámina propria. En teleósteos, los primeros se encuentran presentes y son predominantemente 
CD8+, mientras que los que están presentes en la lámina propria son CD4+ (Rombout et al., 2014).  
Tal como en mamíferos, diferencias inmunológicas se pueden dar a través del tracto 
gastrointestinal entre especies de peces teleósteos. En cuanto a anatomía, durante el desarrollo 
larval el estómago se desarrolla en el 85% de peces óseos, mientras que el otro 15% de las especies 
(ej. Ciprínidos) nunca desarrollan estómago. En estos casos la bilis y ductos pancreáticos 
inmediatamente ingresan al intestino, en la primera parte del intestino. Basados en la anatomía 
microscópica de sus mucosas, se ha dividido el intestino en 3 segmentos principales: i) primer 
segmento (60-75% del total del largo del intestino), donde los enterocitos son considerados como 
células absorbentes, en estudios funcionales en ciprínidos como pez cebra la absorción de proteínas 
de la comida toma parte en la parte anterior del intestino; ii) el segundo segmento (15-30% del 
largo del intestino), con enterocitos caracterizados por su gran cantidad de vacuolas supra 
nucleares, zona de microvellosidades irregulares; iii) tercer segmento no tiene una función 
nutricional (Rombout et al., 2011).  
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La estructura de GALT es muy similar entre especies de peces. A nivel de organización es 
menos compleja que en mamíferos, y las células linfoides están distribuidas difusamente ya que 
faltan estructuras linfoides organizadas. Similar a los vertebrados superiores, los leucocitos pueden 
ser encontrados en dos compartimentos principales: la lámina propria, que incluye macrófagos, 
granulocitos, linfocitos y células de plasma y un compartimento intraepitelial que contiene en su 
mayoría células T y pocos linfocitos B en teleósteos (Rombout et al., 2011, Salinas y Parra, 2015; 
Salinas et al., 2011).  
En cuanto a la captación de antígenos, los enterocitos de peces teleósteos son capaces de 
captar ciertos antígenos, como ferritina (Rombout y van den Ver, 1985). Además, los macrófagos 
podrían estar involucrados también en la captación de antígenos desde el lumen del intestino (Chen 
et al., 2015; Temkin y McMilla, 1986). También se han descrito células tipo dendríticas en pez 
cebra y trucha arcoíris (Lugo-Villarino et al., 2010; Bassity et al, 2012). 
La inflamación intestinal en peces salmón del atlántico y trucha arcoíris se caracteriza por: 
1.- La desaparición de vacuolas supranucleares (SNV) en el segundo segmento de los enterocitos; 
2.- Una considerable disminución de la altura de las microvellosidades; 3.- Una inflamación de la 
lámina propria y la mucosa subepitelial; 4.- Un aumento en el número de células caliciformes y 
tejido conectivo y 5.- Un considerable aumento en el número de eosinófilos locales. Estas 
alteraciones llevan a una pérdida de la arquitectura de los pliegues de la mucosa generándose un 
tejido totalmente desorganizado (Urán et al., 2009; Rombout et al., 2011) (Figura 1).  
 
Figura 1. Histología de la región distal del intestino de salmón del Atlántico. (A) 
Morfología normal del intestino distal del salmón del Atlántico. (B) Signos de enteritis producida 
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por soya: Pérdida de vacuolas (v) en enterocitos, ampliación de lámina propria (lp) en pliegues de 
la mucosa, y un incremento de tejido conectivo (ct). Tinción: Hematoxilina y eosina y Alcian Blue 
8 Gx. (Adaptado de Knudsen et al., 2007). 
Estudios previos en salmón del Atlántico, mostraron en etapas tempranas y tardías de un 
proceso inflamatorio inducido con harina de soya se sobreexpresaron los genes il-17a, ifn-γ, el 
receptor de il-17a, tcr, cd4α, cd8β, tripsina, entre otros. El gen de il17-a, fue sobreexpresado 218 
veces en una inflamación temprana, indicando que células Th17 están involucradas en la 
patogénesis de la respuesta inflamatoria inducida por harina de soya (Marjara et al., 2012).  
La enteritis no solo es un problema biomédico, sino que también aqueja al ámbito acuícola. 
Por ejemplo, peces de interés comercial como el salmón del Atlántico y la trucha arcoíris en donde 
se ha debido reemplazar la harina de pescado comúnmente usada para la dieta por harina de origen 
vegetal como la harina de soya, esto causa un cuadro de enteritis lo que se traduce en una 
disminución en el valor comercial de los peces afectando gravemente la competitividad de la 
industria acuícola (Krogdahl et al., 2015; Bakke-Mckellep et al., 2008; Knudsen et al., 2008; Urán 
et al., 2008). 
2.7. Pez cebra como modelo de la respuesta inmune en inflamación intestinal 
El uso del pez cebra (Danio rerio) en los recientes años para estudiar subgrupos de 
leucocitos, migración de células inmunes e interacción patógeno-hospedero ha provisto nuevos 
indicios para la comprensión del desarrollo del sistema inmune innato. Se sabe que los neutrofilos 
cumplen con morfología y funciones similares a los neutrófilos de humanos, llegando a la zona 
afectada en primera instancia (Harvie y Huttenlocher, 2015). Los macrófagos tienen la capacidad 
de fagocitar debris celular y bacterias (Mathias et al., 2009; Clay et al., 2007). Los mastocitos 
degranulan y aumentan los niveles de triptasa después de la sensibilización con un antígeno y 
subsecuente exposición al mismo antígeno (Da’as et al., 2010).  
En cuanto a modelos de inflamación intestinal, se han implementados los mismos descritos 
ya para el modelo murino. Específicamente, los agentes químicos como la oxazolona (Brugman et 
al., 2009) y el dextrano (Oehlers et al., 2013), muestran efectos comparables a los observados en 
mamíferos. Por otra parte, en nuestro laboratorio se desarrolló hace ya algunos años un modelo de 
inflamación inducido por la ingesta de harina de soya (Hedrera et al., 2013; Ulloa et al., 2016).  
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2.8.Modelo de inflamación gatillada por harina de soya en pez cebra 
El modelo de inflamación gatillado por la ingesta de soya se basa en alimentar larvas de 
pez cebra desde los 5 a los 9 días post fertilización ya sea con una dieta control 100FM (100% 
harina de pescado) y una dieta experimental 50SBM (con 50% de reemplazo por harina de soya). 
Las larvas alimentadas con 50SBM mostraron un aumento en la infiltración de neutrófilos al 
intestino (Figura 2) desde el segundo día de alimentación comparadas con larvas control, 
haciéndose más robusta esta diferencia al cuarto día. A nivel molecular, la dieta experimental 
gatilló un aumento en la transcripción de citoquinas proinflamatorias, tales como il-1β e il-8. Sin 
embargo, a pesar de que se observó una respuesta inflamatoria in vivo, no se observó cambios 
morfológicos intestinales larvas de pez cebra. Falta aún entender el rol de macrófagos y mastocitos 
en el proceso inflamatorio intestinal, así como también un posible rol de ILCs y/o linfocitos T. Por 
otra parte, sería interesante poder comprobar que lo observado durante esta primera alimentación 
refleja lo que ocurre en un intestino más desarrollado, que ha estado expuesto a una alimentación 
previa. En consecuencia, en esta tesis se caracterizó la participación de neutrófilos, macrófagos, 
mastocitos y ILCs/Th, etapa en el proceso inflamatorio en la que participa y cantidad de células. 
Así mismo, se determinó el perfil de las células Th que participan en las diferentes respuestas 
gatilladas y para complementar, a nivel molecular los genes asociados a la respuesta inmune innata 
(Tabla 1). Finalmente se incluyó una alimentación denominada breve que corresponde a la primera 
alimentación, además de una alimentación prolongada que consiste el alimentar larvas con una 
dieta estándar antes de administrar dieta control o inflamatoria. 
 
Figura 2: Esquema de vista lateral de una larva de 9 días post fertilización. La línea roja 
delimita el intestino completo del pez cebra, mientras que el rectángulo verde la zona del intestino 
medio donde se realiza la cuantificación de las distintas células inmunes.  
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3. Hipótesis 
En un proceso de inflamación intestinal, gatillado por harina de soya, se genera un perfil de 
linfocitos Th17, además de una persistente infiltración de macrófagos y neutrófilos en el sitio 
afectado.  
3.1. Objetivo General 
Caracterizar la participación de las células mieloides y linfocitos T durante un proceso 
inflamatorio intestinal en larvas de pez cebra.  
3.2. Objetivos específicos 
Con la idea de comparar la respuesta gatillada entre larvas que por primera vez son expuestas a un 
alimento (inocuo o dañino) con otras que se enfrentan a un alimento dañino después de comer un 
alimento inocuo, estandarizaremos un modelo de inflamación intestinal que denominamos 
“prolongado”. Este modelo de inflamación intestinal se comparará con el ya publicado por nuestro 
laboratorio, denominado inflamación intestinal “breve”. 
Actividad inicial: Estandarización de modelo de inflamación intestinal prolongado. 
1.- Caracterizar la participación de células mieloides (neutrófilos, macrófago y mastocitos) 
durante un proceso de inflamación intestinal. 
1.1. Cantidad y timing de reclutamiento de cada tipo celular 
1.2. Morfología de cada tipo celular 
1.3. Niveles transcripcionales de marcadores moleculares en diferentes condiciones. 
2.- Caracterizar la participación de linfocitos T durante un proceso de inflamación 
intestinal. 
2.1. Cantidad y timing de reclutamiento del tipo celular 
2.2. Morfología del tipo celular 
2.3. Perfil transcripcional en diferentes condiciones. 
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4. Metodología 
4.1. Material biológico 
Los peces utilizados en este estudio fueron mantenidos en un recinto restringido y bajo 
condiciones estándares (Westerfield, 1994). Para obtener los embriones de las líneas transgénicas 
se utilizaron protocolos estándares establecidos en el laboratorio de la Dra. Carmen Gloria Feijoo. 
Se colocaron grupos de peces adultos en un tanque, con una rejilla en la parte inferior, para luego 
recolectar los embriones que pasan a través de esta y se depositan en el fondo. Estos fueron 
mantenidos en una incubadora a 28°C en medio E3 (5 mM NaCl, 0.17 mM KCl, 0.33 mM CaCl2, 
0.33 mM MgSO4, con azul de metileno, equilibrado a pH 7.0) en placas Petri. Las siguientes líneas 
de peces se utilizaron en este estudio: Tg (lck:lck-eGFP) (Langenau et al., 2004) para poder 
indentificar linfocits , Tg (lysc:Dsred) x (mpeg1:dendra2) para poder estudiar neutrófilos y 
macrófagos, respectivamente, e individuos wild-type. 
4.2. Mantención y alimentación de larvas 
 Los embriones de pez cebra fueron mantenidos en placas Petri (50 larvas por placa 
aproximadamente), desde el día 0 dpf hasta los 3 dpf (días post fertilización) en medio E3 en una 
incubadora a 28°C. Al día 4 dpf las larvas fueron trasladadas el bioterio donde se mantuvieron en 
agua del sistema de acuarios. Se estandarizaron dos protocolos de alimentación, un protocolo de 
alimentación breve (4 días de alimentación) y un protocolo de alimentación prolongada (8 días de 
alimentación). En el primer caso se alimentó desde los 5dpf hasta los 9dpf con dieta a base de 
harina de pescado (100FM, del inglés “100% fish meal”) o dieta inflamatoria con un reemplazo 
del 50% de la dieta por harina de soya (50SBM, del inglés “50% soybean meal”) (Hedrera et al., 
2013), según corresponda. Por otro lado, a los mismos tiempos se dejaron larvas sin alimentar, a lo 
cual denotaremos como condición naive, las cuales fueron llevadas a agua del sistema, pero no se 
agregó alimento. La alimentación larga consistió en alimentar desde los 5dpf hasta los 17dpf con 
un alimento comercial o estándar para el crecimiento (micron sera; ZFP, del inglés zebrafish pellet) 
y desde los 18dpf hasta los 25 dpf con 100FM o 50SBM, según corresponda. La alimentación se 
realizó una vez al día durante los días que correspondía el ensayo, agregando una cantidad saturada 
de alimento al medio; quedando en suspensión. Luego del protocolo de alimentación 
correspondiente, los peces fueron mantenidos sin alimentos por al menos 19 horas y se analizó la 
región de interés (Figura 2). 
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4.3. Inmunohistoquímica 
 Las larvas transgénicas fueron fijadas por una hora en PFA 4%, luego lavadas con PBS-
Tween, deshidratadas posteriormente en metanol 100% y almacenadas a -20°C hasta ser utilizadas. 
Los siguientes anticuerpos primarios se utilizaron: rabbit anti-GFP (Invitrogen Cat: A11122), anti-
triptasa (Dako cytomation). Los secundarios serán: Peroxidasa anti-rabbit (Sigma, Cat A8275), 
Peroxidasa anti-mouse y AlexaFluor 488 anti-rabbit. Se reveló utilizando el kit de substrato 
peroxidasa ImmPactTM DAB (Vector, Cat: SK-4105). Debido a la transparencia de las larvas que 
permiten la observación del intestino bien delimitado, el conteo de neutrófilos fue realizado en la 
lupa (Olympus SZX16 acoplado a una cámara micropublisher 5.0RVT) con luz fría. La 
cuantificación de mastocitos y linfocitos se llevó a cabo entre las delimitaciones del intestino medio 
(Figura 2). Al menos 30 larvas se analizaron por condición en los diferentes experimentos.  
  
4.4. qPCR  
 Se extrajo 100 intestinos por condición. La totalidad de estos intestinos fueron utilizados en 
la extracción de RNA total utilizando Trizol (invitrogen, Cat: 15596-026) de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante. Las muestras de RNA fueron tratadas con DNAsa (DNAse RQ1, 
Promega, Cat: M6101). La síntesis de cDNA se realizó mediante una transcripción reversa de las 
muestras de RNA, utilizando la enzima Impront II, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 
El ensayo de qPCR se realizó según lo descrito por Hedrera y colaboradores, 2013. Cada gen fue 
analizado por triplicado. El promedio de los valores de CT de cada muestra fue normalizado contra 
el valor promedio del Ct del gen de referencia (rpl13a). Los genes analizados se detallan en la tabla 
1.   
Tabla 1. Secuencia de partidores utilizados en ensayo de qPCR. 
Gen Primer Forward Primer Reverse 
rpl13a TCTGGAGGACTGTAAGAGGTATGC AGACGCACAATCTTGAGAGCAG 
fecRI GTTTGTAATGGCTATGCTGTTGGTC GGAAGCTTCAGATCTGCATAAATCA 
hrh1 CGACAACACGACTCTCCTGA ATCCGCTATTGAGAGGCTGA 
hnmt ACATCTCCCGATCTTGCCTA TGGCATTTGGATCTTTGACA 
il-10 TCACGTCATGAACGAGATCC CCTCTTGCATTTCACCATATCC 
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il-12 AGCAGGACTTGTTTGCTGGT TCCACTGCGCTGAAGTTAGA 
ifng1 TGCTGAGCATCTATGAAGACATT TGTTCTTCGTTGTACTTGTGCTT 
il13 TGAGCATGATTATTTCTGTCAGGC GTCGGTACGGAAAGGGTCAA 
il17a/f1 CATTCGGTGCTGAGGGGG AGCCGGTATGAATGATCTGC 
il17a/f3 AAGATGTTCTGGTGTGAAGAAGTG ACCCAAGCTGTCTTTCTTTGAC 
il-22 GATGACTGATACAGCACGAAA CATTGATGCAGCAGGAACCT 
gzma GATTTTTGGCTGAGAGGACGG ACGTCAGAGCAAACTGTCACT 
nklysinD TGGTGAAATCCCAACAGAGCA TTTCATCCTGAGTTGCACCA 
foxp3a CTCGGCTCATCTCGCAATCA CGGTGTCCACAACCCAATCA 
ccr9a TGCACCATGGTCTACTGGAA ATAACCCGAAGTGCCTTGTG 
ccl25 ACATCCCAGCCATTGTCTTC GCTGAAATGAGCCCTCGTAG 
lck GCCGAAGAAGATCTCGATGGT TCCCCATGTTTACGTATTTTGTCG 
tcra TCGTTTTCAATGTGCTGGTG GATGATCTGGAATGGGATGC 
cd4.2 AAGAGTTGAGAAAGCTCCAGTG CTGGTCTTGCGTCGTCTGTA 
 
4.5. Microscopia confocal 
Larvas transgénicas Tg (lck:lck-eGFP) y Tg (lysc:Dsred) x (mpeg1:dendra2) anestesiadas 
con tricaína (Fulka, cat:1001011075) en distintos momentos de la alimentación , fueron montadas 
en agarosa en bajo punto de fusión al 1% diluido en E3 y observadas en microscopio confocal 
Olympus Fluoview FV1000 (con software versión 2.1) utilizando un aumento óptico de 40x y 60x, 
según corresponda y un aumento digital de 2x para cada caso. Los láseres usados fueron 405 DAPI, 
488 para Alexa flúor 488 o GFP, y 543 para Alexa flúor 504 y RFP. Las imágenes fueron 
procesadas con Photoshop CS6 o Image J 1.44. Para todos los experimentos descritos, las imágenes 
mostradas son representativas de los efectos observándose en el 70% de los individuos. 
4.6. Estadística 
El estudio fue diseñado para determinar el impacto de 2 dietas en el intestino de pez cebra. 
Se utilizó análisis t test paramétrico, para comparar dos condiciones y ANOVA de una vía para 
determinar diferencias de tres grupos. Todos los análisis fueron realizados utilizando Prism 6 
(GraphPad Software). El nivel de significancia se estableció en p <0.05. 
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5. Resultados 
Actividad inicial: Estandarización de modelo de inflamación intestinal prolongado. 
Como ya se mencionó, utilizaremos dos modelos de inflamación intestinal: 1.-El modelo 
breve (4 días de alimentación experimental, desde 5dpf al 9dpf) en donde el intestino por primera 
vez es expuesto a un alimento.  2.- El modelo prolongado, (12 días de alimentación control, desde 
5 dpf al 17 dpf, alimentación estándar seguido de 8 días de alimentación experimental, del 18 dpf 
al 25 dpf) en donde el intestino se ve primero expuesto a una dieta estándar y luego a la dieta 
control e inflamatoria. Ambas estrategias de alimentación se describen en detalle en la sección de 
materiales y métodos y a continuación se presenta un esquema que las ilustra.   
 
 
Figura 3. Estrategías experimentales para modelos de inflamación breve y prolongada. Para 
la alimentación breve a los 5 dpf larvas de diferentes líneas transgénicas son alimentadas con dieta 
control (a base de harina de pescado) o dieta inflamatoria (a base de harina de soya) durante 4 días 
hasta 9 dpf. Tanto al inicio como al final de la alimentación, se realizaron análisis de 
comportamiento celular y determinación de niveles transcripcionales de diferentes genes. Para la 
alimentación prolongada a los 5 dpf se comenzaron a alimentar las larvas con dieta estándar o 
comercial (zebrafish pellet; ZFP) hasta los 17 dpf, luego se cambió la alimentación a dieta control 
o inflamatoria por 8 días, tanto al inicio como al final se realizaron análisis de comportamiento 
celular y determinación de niveles transcripcionales de diferentes genes.  
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5.1. Objetivo 1.- Caracterizar la participación de células mieloides (neutrófilos, macrófagos 
y mastocitos) durante un proceso de inflamación intestinal.  
 
5.1.1. Cantidad y timing de reclutamiento de macrófagos, neutrófilos y mastocitos que participan 
durante el proceso de inflamación. 
 
En el modelo de alimentación breve, el primer tipo celular analizado fueron los neutrófilos. 
Éstos se estudiaron con un doble fin, conocer su comportamiento durante el proceso inflamatorio, 
pero también como marcador de inflamación ya que son los primeros en migrar al sitio afectado. 
El segundo tipo celular analizado fueron los macrófagos, células claves para remover al agente que 
gatilló la inflamación. Finalmente, se evaluó también la participación de mastocitos, cuyo rol es 
esencial en el comienzo de un proceso inflamatorio por la liberación de factores como 
prostaglandinas, que favorecen la vasodilatación. Para analizar la contribución de neutrófilos y 
macrófagos se utilizó la línea transgénica tg (lysc: Dsred) x tg (mpeg1: dendra2), la que marca 
fluorescentemente rojo neutrófilos y fluorescentemente verde macrófagos. Para visualizar 
mastocitos se realizó una inmunohistoquímica contra la enzima triptasa. En todos los casos se 
analizó por medio de una lupa estereoscópica y/o microscopía confocal, la contribución de estos 
tres tipos celulares durante el modelo de alimentación breve y prolongada en la región de interés 
(ROI) que correspondió al intestino medio (Figura 5 Q).  
En cuanto a neutrófilos, se pudo observar que en condiciones naive T0 (5 dpf) como T4 (9 
dpf), existe presencia de estas células en el intestino, siendo entre 4 y 5 células (Figura 5. A, R). 
Luego de la alimentación control, se observa una tendencia al aumento que no es significativa, pero 
que en la condición inflamatoria es claramente mayor a la condición control (5 v/s 12) (Figura 5. 
C, D).  En relación con macrófagos, estos tienen un comportamiento similar al de los neutrófilos. 
En ambas condiciones naive (T0 y T4) hay un promedio 9 células presentes en el intestino. Esta 
cantidad si bien sube después de la alimentación control, no es significativa. Sólo en condiciones 
de inflamación se observó un numero de macrófagos en el intestino significativamente mayor al 
observado en condiciones naive (6 y 9 v/s 22) (Figura 5. A, B, D). Finalmente, en el caso de los 
mastocitos, se pudo observar que en condiciones naive T0, no había presencia en el intestino, y que 
en naive T4 solo se detectó un promedio de 1 mastocito (Figura 5. J). Luego de la alimentación 
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control se mantuvo la baja presencia de 1 solo mastocito en el intestino y solo en condiciones 
inflamatorias este número aumento a 2 (Figura 5. L).  
  
Figura 5. La harina de soya gatilla una fuerte infiltración neutrófilos y macrófagos en 
periodos de alimentación breve y prolongado, mientras que el número de mastocitos sólo 
varían en la primera alimentación. (A-D, I-L, R.T, U-W) Vista lateral del intestino medio y 
posterior a los 5 dpf (A, I), 9 dpf (B-D, J-L), 18 dpf (R, U) y 25 dpf (S-T, V-W) observadas in vivo, 
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para monitorear las células. Se observó un aumento en la infiltración de neutrófilos/macrófagos 
(A-D), y mastocitos (I-L) en las diferentes condiciones; naive (A-B, I-J), control (C, K) e 
inflamatoria (D, L). Alimentación prolongada (R-W). Vista de secciones del intestino observadas 
mediante microscopía confocal (E-H, M-O). (Q) Vista de larva de 9 dpf cuya área delimitada por 
verde es la sección por cuantificar y analizar.  El número de células infiltradas en el intestino fue 
cuantificado en las mismas larvas analizadas in vivo. Se observó que la dieta 100FM no activa la 
infiltración de los diferentes tipos celulares. En cambio, la dieta 50SBM si provocó un aumento de 
estas. Los mastocitos (cuadros blancos; alimentación breve, cuadros negros; alimentación 
prolongada) aumentan sólo en la alimentación breve. * p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; 
****p<0.0001.  
Con el fin de comparar si la respuesta del intestino a la primera alimentación es similar a lo 
que ocurre en un intestino ya acostumbrado a la presencia de alimento, se realizó el modelo de 
alimentación prolongada. En estas condiciones se puede observar que el número de neutrófilos, 
macrófagos y mastocitos es similar en ambos grupos, control e inflamatorio, en T0. En el caso de 
los neutrófilos, en la condición inflamatoria ocurre un rápido aumento entre T0 y T4, para luego 
mantenerse hasta el T8 (Figura 5. X), en ambos casos la cantidad es significativamente mayor a la 
condición control. Por su parte, la cantidad de macrófagos presentes en el intestino en condiciones 
inflamatorias es mayor en T4 comparado con la condición control (20 v/s 14), esta diferencia entre 
ambas condiciones se incrementa T8 (14 v/s 30) (Figura 5. T). Finalmente, la cantidad de 
mastocitos luego de la alimentación prolongada no aumentó significativamente como sí ocurrió en 
el modelo de alimentación breve.  
Un aspecto por destacar es que la cantidad de neutrófilos y macrófagos presentes en el intestino no 
aumentó significativamente por el avance del desarrollo de las larvas, sugiriendo que los 
incrementos en estos tipos celulares se deben, principalmente al proceso inflamatorio gatillado.  
5.1.2. Morfología de macrófagos, neutrófilos y mastocitos durante ambos modelos de 
alimentación. 
 
Con la idea de determinar si las diferentes condiciones de alimentación, naive, control, 
inflamatoria inducían diferencias morfológicas en los tres tipos celulares analizados, se estudió la 
forma de dichas células por medio de microscopía confocal. Se pudo observar que la morfología 
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de neutrófilos (células rojas) no varía entre las tres condiciones analizadas, siendo ésta de forma 
alargada, quizás debido a que están en constante movimiento (Figura 5. E-H). En el caso de los 
macrófagos (células verdes), se pudo observar que en condiciones naive éstos presentan una forma 
más bien redondeada. Por el contrario, en condiciones control e inflamatoria, se observan dos tipos 
de morfología; una redonda y otra estrellada, donde el tamaño celular también es mucho mayor 
(Figura 5. G-H). Finalmente, los resultados obtenidos para mastocitos indicaron que independiente 
de donde estos se encontraran, en el intestino o fuera de él su morfología se mantenía, siendo esta 
redondeada/ameboide. (Figura 5. I-O). 
5.1.3. Niveles transcripcionales de marcadores moleculares en diferentes condiciones 
 
 Con la idea de complementar nuestros resultados anteriores decidimos caracterizar a nivel 
molecular las tres condiciones estudiadas, naive, control e inflamatoria, para lo cual se midieron 
los niveles transcripcionales de marcadores de distintos tipos celulares o procesos biológicos (Tabla 
2). En relación con el reclutamiento de macrófagos, se observó que los niveles de transcrito de 
ifng1, il-12 e il-13 aumentaron significativamente en la condición control e inflamatoria con 
respecto a la condición naive en el modelo de alimentación breve (Figura 6. A). Por el contrario, 
en la alimentación prolongada, solo se observaron diferencias entre condición naive o control 
versus inflamatoria, entre condición naive y control no se observaron (Figura 6. D).  
Tabla 2. Genes de inmunidad innata y adaptativa evaluados 
Nombre del gen Abreviación Proceso en el que participa 
Interleuquina 12 Il-12 - Reclutamiento de macrófagos a sitio 
de inflamación 
- Activación de polarización M1 de 
macrófagos 
Interleuquina 13 Il 13 - Modula producción de proteína 
inflamatoria de macrófagos 
- Propiedades antiinflamatorias 
Interferón gamma 1 
 
Ifng1 - Activador de macrófagos 
- Producida por NK y Th1 
Granzima a gzma - Actúa ante patógenos intracelulares 
- Lisis sobre células diana de NK 
Lysina Natural killer D nklysind - Actividad antimicrobiana 
- Effector de NK 
Receptor de histamina H1 hrh1 - Acción de histamina 
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Histamina metil transferasa hnmt - Síntesis de histamina 
Receptor epsilon Fc 1a 
 
fcεR1a - Receptor de alta afinidad a IgE 
Proteína tirosina quinasa 
específica de linfocitos 
lck - Marcador de linfocitos maduros 
 
Receptor de células T a tcra - Marcador de linfocitos T 
- Reconocimiento de antígenos 
Glicoproteína CD4 cd4.2 - Correceptor de MHC II  
- Marcador de linfocitos T CD4+ 
Receptor quimioquina 9a ccr9a - Reclutamiento de linfocitos 
Ligando quimioquina 25a ccl25 - Reclutamiento de linfocitos  
Interleuquina 17 a/f1 il-17a/f1 - Marcador de perfil Th17 
- Reclutamiento de neutrófilos a lugar 
de infección 
- Mantención de función epitelial 
Interleuquina 17a/f3 il-17a/f3 - Marcador de perfil Th17 
- Reclutamiento de neutrófilos a lugar 
de infección 
- Mantención de función epitelial 
Interleuquina 22 il-22 - Marcador de perfil Th17 
- Secreción de mucus 
- Acción antimicobiana 
Forkhead box p3 foxp3 - Factor de transcripción de linfocitos T 
reguladores 
Interleuquina 10 il-10 - Acción antiinflamatoria 
 
Un resultado similar se observó para los marcadores de células NK o natural killer. Así, en 
la alimentación breve se observa que existe un incremento en los niveles de mRNA de los genes 
gzma y nklysind tanto en la condición control como inflamatoria respecto a la condición naive. Así 
mismo, se observó un aumento en la transcripción de los mencionados marcadores entre la 
condición inflamatoria y control (Figura 6. B). En la condición de alimentación prolongada los 
resultados son diferentes, se observa un aumento de mRNA para ambos genes entre condición 
naive v/s control y naive v/s inflamatoria, pero no entre control e inflamatoria (Figura 6. B, E). 
 La cantidad de transcrito en genes asociados a mastocitos como hrh1 y fcer1a varió desde 
la condición control a la experimental, se pudo observar un aumento de estos en la alimentación 
corta. No hubo cambios en la cantidad de transcritos de todos los genes en la alimentación larga, 
sólo en fcer1a.  
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Figura 6. Niveles transcripcionales de genes marcadores de respuesta de macrófagos, natural 
killer y mastocitos durante un proceso inflamatorio breve y prolongado. A, D. Genes 
marcadores de macrófagos.  B, D. Genes marcadores de natural killer. C-F. Genes marcadores de 
mastocitos. Los datos de transcripción están normalizados contra el gen houskeeping rpl13a y 
comparados contra la condición naive (alimentación breve), o bien contra T0 (alimentación larga). 
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100 larvas por tratamiento fueron analizadas en tres experimentos independientes. * p<0.05; 
**p<0.01; ***p<0.001; ****p>0.0001. 
5.2. Objetivo 2.- Caracterizar la participación de linfocitos T durante un proceso de 
inflamación intestinal.  
 
5.2.1. Cantidad y timing de reclutamiento de linfocitos T que participan durante el proceso de 
inflamación. 
 
Actualmente la literatura en relación con la inmunidad adaptativa en pez cebra indica que 
solo posterior a las 3 semanas de desarrollo se observa una respuesta adaptativa, pero ya a los 4-5 
días post fertilización es posible detectar timocitos en el timo. Dado que contamos en el laboratorio 
con la línea transgénica Tg (lck:lck-eGFP) que marca fluorescentemente verde linfocitos T 
decidimos analizar si observamos una respuesta linfocitaria en nuestros modelos de alimentación 
breve y prolongada. Nuestra primera aproximación fue determinar si en condiciones naive existía 
presencia de linfocitos T en el intestino. En la respuesta del intestino en la alimentación breve, se 
pudo observar que el número de linfocitos en promedio es de 1 células en la condición naive al 
igual que en la condición control de 9 dpf. En la condición inflamatoria ocurre un aumento a 4 
células respecto a la condición control de 3 células (Figura 7. I).  
5.2.2. Morfología de linfocitos T durante ambos modelos de alimentación. 
 
Al igual que para las células innatas estudiadas, se comparó la morfología de linfocitos T 
en las tres condiciones de alimentación analizados mediante de microscopía confocal. Los 
resultados obtenidos indicaron que en condiciones naive (T0 y T4) las células son más bien 
redondeadas con poco citoplasma y un núcleo prominente (Figura 7. E-H). Esta misma morfología 
se observa en condiciones control (Figura 7. G). Por su parte en la condición inflamatoria se 
observaron células con una morfología similar a la anterior, pero con prolongaciones (Figura 7, H).  
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Figura 7. Las células linfoides presentes en el intestino tienen similar morfología en todas las 
condiciones de tratamiento. Las muestras fueron analizadas in vivo en microscopía confocal (A-
H). (D) La cantidad de células (cuadros blancos) presentes en el intestino es mayor en la condición 
tratada con 50SBM. No se observaron cambios evidentes en la morfología tanto de los grupos sin 
alimentar (B), como los alimentados con dieta control (A, B) o experimental (C-D). (I) El número 
de células linfoides infiltradas tanto al día 5 como al día 9 post fertilización. 
 
5.2.3. Niveles transcripcionales de marcadores moleculares en diferentes condiciones  
Con la idea de conocer el perfil linfocitario predominante en cada condición de 
alimentación, se evaluaron tanto marcadores generales de linfocitos, así como para perfil Treg, 
Th17 y vía de señalización que regula migración de linfocitos al intestino. En el modelo de 
alimentación breve, se observó un aumento en la transcripción de lck y tcra al comparar la 
condición naive con la condición control. Lo mismo ocurre al comprar naive v/s inflamatoria, en 
cambio no se observaron diferencias entre condición control e inflamatoria. Por su parte, el gen 
gen cd4.2 experimentó un aumento considerable tanto en naive v/s control, naive v/s inflamatoria, 
como control v/s inflamatoria. Es importante resaltar que, si bien se analizó los niveles de 
transcripción de cd8, no se detectó expresión (resultados no mostrados). En relación a los niveles 
de mRNA del receptor ccr9a, se observó niveles similares en todas las condiciones, a diferencia 
de lo que ocurrió con su ligando ccl25, la cantidad de transcrito aumento en la condición 
inflamatoria respecto tanto de la condición control como naive (Figura 8. A).  
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Por otro lado, en cuanto a los marcadores de perfil Th17 (Figura 8, B), se observó un claro 
aumento en la transcripción desde naive a condición inflamatoria en los tres genes analizados, il-
17a/f1, il-17a/f3 e il-22. Por el contrario, al comparar naive v/s control los resultados son más bien 
contradictorios, ya que il-17a/f1no varia, il-17a/f3 sube considerablemente e il-22 baja. En cuanto 
al perfil T regulador, no se observaron cambios en los niveles de mRNA de foxp3a entre ninguna 
de las condiciones y una baja en il-10 desde condición naive a control y condición inflamatoria 
(Figura 8. C).  
En el modelo de alimentación prolongado, para conocer el perfil linfocitario predominante 
en cada condición de alimentación, se evaluaron los mismos genes mencionados previamente. Se 
observó un aumento en la transcripción de lck, tcra, cd4.2 y ccl25 al compararlos en la condición 
T0 con T8, ya sea control o inflamatoria. Sin embargo, para estos genes no se observó diferencia 
entre la condición control v/s inflamatoria (T8). Por su parte, el gen ccr9a experimentó un aumento 
considerable en la condición inflamatoria al compararlo contra la condición control y la condición 
T0 (Figura 8. D). 
Por otro lado, en cuanto a los marcadores de perfil Th17 (Figura 8. E), se observó un claro 
aumento desde la condición T0 y control v/s a inflamatoria en el gen il-17a/f1 e il-22. En el caso 
de il-17a/f3 experimentó una baja en la cantidad de transcrito en la condición inflamatoria respecto 
a la condición control, sin embargo, sigue siendo mayor que la condición T0. Al comparar las 
condiciones iniciales (T0) y control, sólo experimentó cambio en il-17a/f3, mientras que en los 
otros dos genes se mantuvo. En cuanto al perfil T regulador, sufrió un aumento en la condición 
control e inflamatoria al compararlo con la condición T0, en foxp3a e il-10. Es importante destacar 
que la condición control tiene un aumento en la cantidad de transcrito v/s condición inflamatoria 
en ambos genes (Figura 8. F). 
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Figura 8.  La respuesta inmunológica desencadenada por la harina de soya en el intestino 
involucra a nivel molecular fuertemente a linfocitos Th17 en ambos modelos de alimentación. 
Niveles relativos de transcripción de genes asociados a respuesta linfoide fueron analizados. Los 
datos de transcripción están normalizados por rpl13a y comparados contra la condición inicial, que 
tiene el valor de 1 (línea punteada) el control, o bien, en la alimentación larga contra T0 (18dpf), 
que tiene el valor de 1. 100 larvas por tratamiento fueron analizadas en tres experimentos diferentes. 
* p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p>0.0001. 
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6. Discusión 
La comprensión de los procesos biológicos asociados a enfermedades inflamatorias 
intestinales históricamente ha sido un foco de investigación muy activo, debido al alta prevalencia 
de estas patologías a nivel mundial. La mayoría de estas investigaciones se basan en modelos de 
inflamación generados en ratones mediante agentes químicos, los que, si bien han permitido 
importantes avances, no son capaces de recapitular completamente las características de la 
enfermedad. Así, en esta tesis utilizamos un modelo de inflamación basado en la ingesta de un 
alimento que gatilla el proceso inflamatorio (harina de soya), donde se monitoreó in vivo la 
participación de células innatas y adaptativas en pez cebra. Específicamente, estudiamos el 
reclutamiento de neutrófilos, macrófagos, mastocitos y linfocitos T. Es importante destacar que, 
por primera vez, se demuestra que en estadios larvales tempranos como 5 dpf ya existe una 
respuesta linfocitaria, la que queda demostrada por la infiltración de linfocitos T en el intestino en 
condiciones de homeostasis y su significativo aumento durante un proceso inflamatorio. Más aún, 
este trabajo presenta dos modelos de inflamación gatillados por la dieta: el primero es una etapa 
inicial, donde el intestino se encuentra por primera vez con alimento (que además es un agente 
estresor), y el segundo es una etapa donde el intestino tiene un mayor desarrollo ya que se ha 
enfrentado a alimento previamente. Por otro lado, se evaluaron perfiles linfocitarios, obteniéndose 
información relevante del tipo de subpoblación de linfocitos que domina cada condición estudiada.  
En relación con los resultados obtenidos para células mieloides, en el modelo de 
inflamación breve se observó una fuerte infiltración de macrófagos en el intestino en la condición 
inflamatoria por sobre la condición control, además ésta fue acompañada por neutrófilos. Respecto 
a la cantidad de mastocitos en el intestino, aumentaron muy poco (Figura 5. P). En cuanto a la 
alimentación prolongada, la cantidad de neutrófilos aumentó, pero se mantiene hasta el período 
final de la alimentación, sin embargo, la cantidad de macrófagos aumenta continuamente. En la 
cantidad de mastocitos no hay variación en este modelo prolongado (Figura 5. X). En relación con 
nuestros resultados, se ha descrito previamente que desordenes como IBD e infección en humanos 
son acompañadas por una gran infiltración de macrófagos y monocitos al sitio afectado (Bain and 
Mowat, 2014; Joeris et al., 2017), así como también una gran infiltración de neutrófilos (Wéra et 
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al., 2016). Los mastocitos más que un aumento, sufren activación conduciendo a una gran 
liberación de mediadores como histamina y proteasas (Boeackxstaens, 2015). Además de esto, se 
ha descrito que neutrófilos y macrófagos poseen un fenotipo proinflamatorio (de Souza y Fiocchi, 
2016).  
Esta evidencia, sugiere que nuestro fenotipo al cumplir con el reclutamiento de estos tipos 
celulares al sitio afectado es proinflamatorio. Para poder complementar esta información 
posteriormente fuimos a observar la morfología de los macrófagos y neutrófilos, manteniéndose la 
forma de estos últimos en todas las condiciones, sin embargo, la morfología de los macrófagos 
varió, obteniéndose formas alargadas en condiciones control e inflamatoria, respecto a la condición 
naive, donde se mantuvieron morfologías redondas (Figura 5, A-D). En cuanto a macrófagos en 
mamíferos, la polarización hacia diferentes fenotipos varía la forma de este tipo celular, se ha visto 
que los macrófagos M1 tienen un fenotipo alargado respecto a los M2 (Gao et al., 2015). En nuestro 
trabajo, pudimos observar acorde a la literatura ambas morfologías. Se sugiere que la polarización 
M1 es la predominante, debido a que la cantidad de transcritos de ifng1 e il-12 son altas en las 
condiciones controles e inflamatoria en el modelo de alimentación breve, y que se han visto en 
patologías como IBD (Strober y Fuss, 2011), por lo que la primera exposición a un alimento en un 
intestino recién formándose ambas dietas conducen a un proceso inflamatorio, pero la condición 
inflamatoria aún más y es muy similar a lo que ocurre en humanos.  
En humanos, respecto a la morfología de neutrófilos se ha descrito que pueden variar 
levemente a un fenotipo un poco más alargado en pacientes con IBD, visto por microscopía y 
tinción de gránulos (Mccarthy et al., 1991). En nuestro trabajo no pudimos observar este tipo de 
fenotipo, debido a que se debe analizar microscópicamente los gránulos. Otros estudios, 
específicamente en mastocitos intestinales, sugieren que este tipo celular no varía en forma hasta 
que ocurre el proceso de degranulación, lo cual es observable mediante microscopía electrónica 
(Lin et al., 2014). Por lo que, si bien pudimos detectar un aumento de mastocitos en una 
alimentación breve, no podemos ver el proceso de degranulación. No obstante, nuestros resultados 
podrían decir que estos mastocitos más que aumentar, están siendo activados por el agente estresor. 
Por lo que nuestros resultados sugieren que existe una similitud entre mamíferos en cuanto a 
cantidad de las células inmunes innatas que son reclutadas al sitio afectado, además de compartir 
funciones entre especies a nivel de sistema inmune innato. 
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En relación con los resultados obtenidos para células linfoides, en el modelo de inflamación 
breve se observó una mayor infiltración de estas células en el intestino en la condición inflamatoria 
por sobre la condición control y naive.  
Los niveles de transcrito de lck y tcra en la alimentación breve, sugieren que, si bien no 
aumentan, las células presentes son linfocitos T debido a que tcra está siendo expresado en ambas 
condiciones, aunque no se descarta la posible presencia de ILCs. Estudios previos realizados en 
pez cebra demuestran que las células linfoides presentes en estadios tempranos en el desarrollo de 
pez cebra son CD4+ (Tian et al., 2017), lo cual es observado también en nuestro protocolo de 
alimentación breve (5 dpf-9 dpf) al evaluar la transcripción de cd4.2. En este mismo modelo, los 
marcadores del perfil Th17 están siendo sobreexpresados en la condición con agente estresor y no 
existe un perfil regulatorio. Estos resultados apuntan a que existe un cuadro inflamatorio con perfil 
linfocitario Th17 en una alimentación breve. Es más, se ha descrito en humanos que la actividad 
de linfocitos Th17 inhibe la expresión de foxp3 (Zhou y Littman, 2009) en IBD en etapas tempranas 
de la enfermedad. 
Por otro lado, al observar los niveles de transcritos de los mismos genes en la alimentación 
prolongada, se observa que existe un perfil Th17, con mayor cantidad de transcrito de lck. Y muy 
relevante, es la expresión de foxp3a e il-10 en una condición control por sobre la inflamatoria, lo 
cual denota un proceso tolerogénico, algo no observado en la alimentación breve. Recientes 
estudios han descrito células tipo T reguladores en pez cebra, y que funcionalmente liberan las 
mismas citoquinas (Kasheta et al., 2017). 
Estos resultados sugieren, por lo tanto, que existe una respuesta Th17 al igual que en 
humanos que cursan IBD. Por otro lado, Al analizar más en profundidad lo obtenido, podemos 
apreciar que los peces al ser alimentados previamente con un alimento estándar, al exponerlos a 
otro alimento como es el control (100FM), cursan un proceso tolerogénico, lo cual indica que se 
tiene una respuesta controlada a este tipo de alimento que no es nocivo para el individuo. En 
cambio, al exponer luego de esta alimentación estándar a un agente estresor (50SBM), la respuesta 
que se gatilla es proinflamatoria y con perfil Th17 predominantemente. Otro aspecto muy relevante 
es la generación de un proceso inflamatorio gatillado por la dieta, debido a que en modelo murino 
los principales estudios se han realizado utilizando agentes como TNBS y oxazolona, en donde los 
perfiles observados son Th1 o Th2, respectivamente. Nosotros en este trabajo obtuvimos un perfil 
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Th17, el cual abarca a ambas enfermedades y utilizando un modelo de generación de inflamación 
que podría ayudar a complementar la información existente en el modelo murino. 
 
7. Conclusión 
1.- Tanto neutrófilos como macrófagos participan de manera constante en ambos modelos de 
alimentación y pareciera ser que su comportamiento es similar. 
2.- En el caso de los linfocitos presentes en el intestino, se sugiere que existe un comportamiento 
diferente en los diferentes modelos de alimentación. 
3.- En un intestino que ha sido previamente expuesto a alimento se puede detectar una respuesta 
tolerogénica a diferencia de un intestino que ve por primera vez un alimento. 
4.-Independiente del estado de desarrollo (alimentación breve/prolongada) se observa un perfil 
Th17 en una inflamación gatillada por harina de soya.  
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